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脐带血中的非血小板核糖核酸粒子对
肺癌A549细胞的影响
张雪琳 1，云升 2，石秀换 1*

摘要 肺癌是最常见肺部恶性肿瘤，居癌症相关死亡占比的首位。非血小板核糖核酸粒子

（NPRCP）是一种新型再生粒子。通过观察不同浓度NPRCP对肺癌A549细胞的抑制率、细胞

表面标志物及细胞周期的影响，旨在明确NPRCP对肺癌细胞的影响。指标包括NPRCP与
A549细胞共培养后的细胞抑制率、流式细胞仪检测 A549细胞周期和表面标志物 CD133、
CD44、CD24及ABCG2的表达率。结果显示，NPRCP对肺癌A549细胞存在抑制性的量-效和

时-效关系，随着NPRCP浓度的递增，A549细胞上的CD44表达率显著降低。说明NPRCP可
抑制肺癌A549细胞的增殖和CD44表达，NPRCP可能通过下调肺癌A549细胞的CD44表达

而发挥抑制肿瘤增殖、转移的作用。
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肺癌起源于气管、支气管黏膜或腺体组织，为

肺部最常见的恶性肿瘤，居癌症相关死亡占比的

22%，排名第 1。肺癌与衰老的关系极为密切，一方

面，细胞衰老分泌的促炎因子会促进肺癌的发生，

另一方面，衰老也会导致免疫系统功能下降，降低

了对肺癌细胞的防御能力[1]。肺癌严重威胁着中国

居民的健康，据 2019年国家卫生健康委员会发布

的中国恶性肿瘤流行病最新数据显示，肺癌年发病

人数为 78万，年死亡人数为63万，已经成为中国发

病率和病死率最高的恶性肿瘤。肺癌患者早期的

临床表现并不明显，往往在确诊时已进展至晚

期[2-3]。随着社会老龄化程度的加剧，中国的肺癌
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发病率和死亡率也呈现逐年上升趋势[4-5]。据统

计 ，肺 癌 的 致 死 率 高 ，患 者 5 年 生 存 率 仅 为

16.1%[4-5]。《“健康中国 2030”规划纲要》中提出了到

2030年为止总体癌症 5年生存率提高 15%的目标。

针对肺癌的精准和个体化诊疗方案是现阶段的关

注焦点。

非血小板核糖核酸粒子（non-platelet RNA-
containing particles, NPRCP）是一种由小型干细胞

释放的双层膜颗粒物，内含有短 RNA和 microR⁃
NA，可表达八聚体结合转录因子 4（octamer-bind⁃
ing transcription factor 4, OCT4）等与细胞增殖、迁

移、分化有关的细胞因子[6]。NPRCP亦被称为“再

生粒子”，研究显示，NPRCP可以通过聚集、融合、

组核等方式形成新的干细胞，这些新的干细胞可以

进一步分化为各种组织特异性细胞，并参与组织细

胞的更新[6]，具有创伤再生修复功能[7]。NPRCP可

能通过发挥抗衰老功能而抑制肺癌的发生和进展，

有望成为肺癌治疗的新靶点之一。本研究通过观

察不同浓度NPRCP对肺癌A549细胞的抑制率、细

胞表面标志物及细胞周期的影响，旨在明确

NPRCP对肺癌细胞活性的影响。

1 资料与方法

1.1 样本及来源

本研究经内蒙古医科大学附属医院医学伦理

委员会审查、备案（第一附院发〔2012〕14号）。脐

带血上清来自山东省脐带血造血干细胞库，人肺腺

癌细胞株A549细胞由内蒙古医科大学附属医院干

细胞研究中心提供。

1.2 细胞培养

NPRCP培养基制备：将胎牛血清（fetal bovine
serum, FBS）过滤后加入 α-MEM培养基中，FBS浓
度为10%（体积分数）。

A549细胞培养基制备：将 FBS过滤后加入含

2.0 mmol/L谷氨酰胺的RPMI-1640培养基中，FBS
浓度为 10%（体积分数）。之后加入 1%（质量体积

分数）的青霉素链霉素双抗。培养基分装备用保存

于4℃冰箱。

NPRCP分离和培养：使用生物安全柜，用含

10%（体积分数）FBS的α-MEM培养基进行NPRCP
的悬起沉淀，之后接种于 175T培养瓶中，补液至

30 mL。NPRCP置于 37℃、5%（体积分数）CO2培养

箱中培养。定期观察、适量补液。

A549细胞复苏、培养：A549细胞冻存于液氮

罐中。室温缓化后置于 37℃水浴箱里复苏。使用

生物安全柜，将冻存管中的细胞液移至离心管中，

加入预热至 37℃的A549细胞培养液，400 g离心 5
min，弃上清。培养基重悬A549细胞，接种至 175T
培养瓶中，补液至 30 mL。A549细胞置于 37℃、

5% CO2培养箱中培养。

A549 细胞传代：当 A549 细胞密度达到约

70%~80%（目测：细胞横截面积占培养皿表面积的

百分数）时进行传代培养。弃去培养液，磷酸盐缓

冲盐水（phosphate buffered saline，PBS）冲洗 2次。

加入 3 mL胰酶消化贴壁细胞，轻轻摇晃后置于培

养箱中，消化 3 min。显微镜下观察到A549细胞悬

浮、形态变圆后，立刻向培养瓶中加入 3 mL培养基

终止消化。将 5 mL预热至 37℃的A549细胞培养

液加入培养瓶中，用移液管从一侧有序地吹打培养

瓶底部。将A549细胞混悬液从培养瓶移至 15 mL
离心管中，400 g离心 5 min。弃上清，使用 5 mL培
养液重悬细胞后均匀接种至 3个 175T培养瓶中，

置于37℃、5% CO2培养箱中培养。

1.3 MTT比色法检测肺癌A549细胞抑制率

MTT（3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphe⁃
nyl tetrazolium bromide）溶液的制备：使用生物安全

柜，将 250 mg MTT试剂溶于 50 mL PBS中混匀，静

置于 4℃冰箱中 24 h后，在避光条件下使用针头滤

器将其过滤 2遍，分装至 1 mL/支的Eppendorf（EP）
管中，置于−20℃冰箱中冻存。

A549细胞单细胞悬液的制备：使用血球计数

板，将A549细胞的浓度调整为 1×105 个/mL，备用。

将 96孔板分为 7组，每组设置 6个平行复孔。第 1
组为空白组，第 2组为对照组，第 3~7组为实验组，

分别命名为A、B、C、D、E组。空白组每孔加入 200
μL细胞培养基，对照组与A~E组每孔加入A549细
胞悬液 100 μL。之后，A~E组每孔依次加入 5、10、
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20、40、80 μL的 NPRCP悬液（2×106 个/μL），以及

95、90、80、60、20 μL的细胞培养基。因此，A~E组

NPRCP的最终浓度分别为 0.5×105、1×105、2×105、4×
105、8×105 个/μL。

3个 96孔板分别于培养 24、48、72 h后终止培

养。通过酶联免疫监测仪测定各孔细胞 490 nm波

长处的吸光度（OD）值，计算细胞抑制率。细胞抑

制率=[（对照组OD值-实验组OD值）/（对照组OD
值-空白组OD值）]×100%。

1.4 流式细胞仪检测A549细胞周期和表面

标志物

准备 6孔板，6个孔依次编号为：对照组、A、B、
C、D、E组。于每孔加入浓度为 1×105 个/mL的

A549细胞悬液 1 mL，置于培养箱中培养 24 h。于

对照组及 A、B、C、D、E组中依次加入 0、50、100、
200、400、800 μL的 NPRCP悬液（2×109个/mL），以

及 1000、950、900、800、600、200 μL的培养基。因

此，A~E组 NPRCP的最终浓度分别为 0.5×105、1×
105、2×105、4×105、8×105 个/μL。共培养 48 h后终

止培养。胰酶消化、离心、PBS洗涤。用 70%乙醇

固定A549细胞，4℃冰箱避光固定 18 h。碘化丙啶

染色后，用流式细胞仪测定各组位于不同细胞周期

（G1期、S期、G2期、M期）的细胞个数，计算增殖指

数。增殖指数（PI）=（S+G2/M）/（G0/G1+S+G2/M）。

不同浓度的 NPRCP与 A549细胞共培养 48 h
后，检测各组 A549细胞的表面标志物 CD133、
CD44、CD24及ABCG2的表达率。检测A549细胞

表面标志物时，对照组流式管中加入试剂 IgG1 20
μL，实验组加入 FITC Anti-human CD44 20 μL、
APC Mouse Anti-Human CD338、PerCP Anti-hu⁃
man CD24、PE Mouse Anti-human CD133各 5 μL。
4℃避光孵育 15 min后使用流式细胞仪检测A549
细胞表面标志物。

1.5 统计学处理

本研究的数据均为计量资料，采用均数±标准

差的模式进行统计描述，采用单样本K-S拟合优度

法进行正态性检验，采用方差分析进行多组之间的

比较，采用 SNK（Student-Newman-Keuls）检验来进

行方差分析事后多重比较。采用 Spearman相关分

析探讨不同时刻抑制率与浓度的相关性。以抑制

率为因变量，浓度为自变量进行线性回归分析。统

计分析取双侧检验，显著性检验水准取α=0.05。所

有数据处理均采用 SPSS 20.0（SPSS Inc., Chicago,
USA）软件进行统计分析。

2 结果

2.1 不同浓度NPRCP对A549细胞生长的抑制

作用

NPRCP与 A549细胞共培养 24、48、72 h后，E
组的OD值显著低于对照组、A组、B组、C组（表 1），

细胞抑制率结果显示，随着共培养时间延长或

NPRCP的浓度增加，A549细胞的生长抑制率显著

增加（图1）。

表1 不同浓度NPRCP与A549细胞共培养后在

不同时间点的吸光度值

分组

空白组

对照组

A组

B组

C组

D组

E组

F值

P值

24 h OD值

0.31±0.08

2.10±0.121

2.08±0.101

2.06±0.141

2.03±0.161

1.99±0.131

1.87±0.181,2,3,4,5

145.311

<0.001

48 h OD值

0.32±0.05

2.23±0.111

2.22±0.151

2.17±0.191

2.11±0.261

2.00±0.151,2,3

1.98±0.201,2,3

96.981

<0.001

72 h OD值

0.26±0.04

2.07±0.061

2.05±0.131

1.93±0.251

1.86±0.231

1.82±0.321

1.77±0.351,2,3

47.149

<0.001

图1 不同浓度NPRCP对A549细胞的抑制率

注：1为与空白组相比，P<0.05；2为与对照组相比，P<0.05；3为与A
组相比，P<0.05；4为与 B 组相比，P<0.05；5为与 C 组相比，P<
0.05。
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Spearman相关分析结果显示，共培养 24 h（P=
0.035）、48 h（P=0.008）、72 h（P=0.033）后 NPRCP
浓度与抑制率呈正相关。线性回归分析显示，共培

养 24 h（P=0.018）、48 h（P=0.012）、72 h（P=0.037）
后，随NPRCP浓度增高，对A549细胞抑制率逐渐

增高。

2.2 NPRCP对A549细胞周期的影响

细胞周期检测结果显示，不同浓度的 NPRCP
与A549细胞共培养 48 h后，实验组（A~E组）与对

照组之间的差异比较均无统计学意义，且实验组之

间的差异比较也无统计学意义（表 2），这表明不同

浓度的 NPRCP与 A549共培养 48 h后，NPRCP对

A549细胞周期分布无影响。

细胞增殖指数（PI）结果显示，各组（对照组、

A~E组 PI分别为 0.35±0.02、0.34±0.02、0.34±0.02、
0.37±0.01、0.33±0.01、0.35±0.04）间差异比较无统

计学意义（P=0.373）。

2.3 NPRCP对A549细胞表面标志物的影响

不同浓度的 NPRCP与 A549细胞共培养 48 h
后，检测各组 A549细胞的表面标志物 CD133、
CD24及ABCG2的表达率，结果显示 CD133、CD24
及ABCG24的表达率在实验组和对照组、实验组之

间的差异均无统计学意义，组间比较显示，随着

NPRCP浓度的递增，C组的 CD44表达率显著低于

A、B组，D组的CD44表达率显著低于A、B、C组，F
组的CD44表达率显著低于A、B、C、D组（表3）。

3 讨论

再生医学、细胞免疫等新型治疗方式可明显延

长肺癌患者的 5年生存率，目前已成为学术界的研

究热点之一。NPRCP是一种新发现的小颗粒物

质，具有一定潜在的干细胞促分化能力[6,8]。NPRCP
最早由美国斯坦福大学教授Kong在血液中发现，

当时被称为血源性小点状细胞（blood-derived
small dot cells）[9]。后来经研究发现，它并非是一种

小点状细胞，而是一种比细胞小的非血小板颗粒，

因此被重新命名为 NPRCP[6]，中文名称为再生粒

子。再生粒子的大小约为 1~5 μm；不含有DNA成

分，主要包含小于 250个核苷酸的小 RNA；表达

Oct3/4、Nanog、Sox2、DDX4、E-cadherin、CD29、
CD34、CD184等蛋白。

本研究发现，NPRCP对肺癌A549细胞起到抑

制作用，二者共培养时，随着NPRCP浓度的增加，

其对A549细胞生长的抑制率也显著增加，显微镜

下可见部分A549细胞表现出细胞膜皱缩状态，部

分细胞漂浮死亡。进一步的 Spearman相关分析结

果显示，共培养 24 h（P=0.035）、48 h（P=0.008）、72
h（P=0.033）后，NPRCP浓度与抑制率呈正相关，线

性回归分析也提示共培养 24 h（P=0.018）、48 h（P=
0.012）、72 h（P=0.037）后，随 NPRCP浓度增高，对

A549细胞抑制率逐渐增高，这说明NPRCP对肺癌

表2 不同浓度NPRCP作用后A549细胞

周期百分比（%）
分组

对照组

A组

B组

C组

D组

E组

F值

P值

G0/G1

64.78±2.32

65.82±1.61

66.11±2.13

63.84±0.47

67.25±1.21

65.39±3.72

0.877

0.525

S

29.76±2.41

28.92±0.52

27.98±2.07

30.78±0.81

27.88±0.41

28.44±3.17

1.081

0.419

G2/M

5.47±0.4

6.45±0.22

5.91±0.85

5.7±0.99

5.87±1.02

6.17±1.51

0.413

0.831

表3 不同浓度NPRCP作用后A549细胞表面

标志物表达率（%）
分组

对照组

A组

B组

C组

D组

E组

F值

P值

CD133

10.12±2.16

10.10±3.47

10.48±2.83

10.32±2.89

10.53±2.47

10.64±2.90

0.018

0.772

CD44

99.06±0.09

99.05±0.21

99.09±0.04

95.95±0.061,2,3

92.11±0.041,2,3,4

89.98±0.061,2,3,4,5

47.149

<0.001

CD24

10.29±2.78

9.88±3.85

8.92±2.73

9.13±3.26

10.12±3.01

9.28±2.86

0.100

0.990

ABCG2

15.26±4.23

14.89±4.46

15.12±5.08

15.39±2.79

13.34±2.98

14.81±5.33

0.093

0.992

注：1为与对照组相比，P<0.05；2为与 A组相比，P<0.05；3为与 B组

相比，P<0.05；4 为与 C 组相比，P<0.05；5 为与 D 组相比，P<
0.05。

26



科技导报2024，42（22） www.kjdb.org

A549细胞存在抑制性的量 -效和时 -效关系。

NPRCP可以通过聚集、融合、组核的方式形成新的

干细胞，这些新的干细胞可以进一步分化为各种组

织特异性细胞，并参与组织细胞的更新[6]。研究发

现，NPRCP与脐带血中的有核细胞共培养时会融

合成小的、活跃的、无核的细胞，称为“颗粒融合衍

生的无核细胞”（particle fusion-derived non-nucle⁃
ated cells，PFDNC）[6]，PFDNC的直径约为 8 μm，可
以很容易地进入和离开有核细胞，并最终分化为间

质类干细胞。此外，由多个NPRCP聚集和融合而

产生的较大的无核细胞结构可以进一步分化为大

型干细胞并释放无核小细胞，其OCT4等与细胞增

殖、分化相关的因子呈阳性[6]。因此，NPRCP具有

修复的功能，被称为再生粒子。既往研究显示，

NPRCP可以促进缺血受损的小鼠肾脏组织再生[8]，

可以减少伤口愈合中的疤痕形成[9]，具有一定的再

生修复功能[7]。本研究结果提示NPRCP可能通过

发挥抗衰老、促进再生的功能而抑制肺癌的发生和

进展。

本研究发现，不同浓度的NPRCP与A549细胞

共培养 48 h后，对A549细胞周期分布无显著影响，

说明 NPRCP对 A549细胞的抑制作用可能不体现

在影响癌细胞的分裂上。由此推测NPRCP可能不

作用于细胞周期依赖性激酶（cyclin-dependent ki⁃
nases, CDKs）和细胞周期蛋白（cyclins）等与癌症细

胞的异常增殖相关的重要蛋白[10-11]。但是，NPRCP
是否作用于 A549细胞的 TP53（tumor protein p53,
TP53）、B细胞淋巴瘤 2（B-cell lymphoma 2, BCL-
2）等参与癌细胞凋亡、增殖和生存的蛋白尚不确

定，有待进一步研究验证[12-14]。

与NPRCP共培养后，本研究对A549细胞表面

标志物 CD133、CD44、CD24和 ABCG2的表达率进

行了检测，结果显示，随着 NPRCP浓度的递增，

CD44表达率显著降低。CD44是白细胞黏附分子

家族的跨膜蛋白多糖分子，广泛表达于细胞膜上。

已被证实 CD44参与肺癌的肿瘤侵袭及演进过

程[15]，是肺癌治疗及预测的新型靶点[16]。CD44与衰

老之间存在重要联系，有研究发现，在衰老的HU⁃
VEC细胞中 CD44的表达水平显著高于年轻 HU⁃

VEC细胞[17]。研究发现，CD44与肿瘤患者的免疫

系统的衰老和功能低下有关，Mellouk等[18]的研究

发现在CD8+T细胞亚群中，随着细胞的老化，CD44
的表达增高，同时CD44高表达的恶性肿瘤细胞也

更容易逃避人体的免疫系统，从而进行转移[19-20]。

本研究说明NPRCP具有抗肺癌细胞衰老的作用，

可能通过下调肺癌A549细胞的 CD44表达而发挥

抑制肿瘤转移和进展的作用。

此外，本研究还发现 CD133、CD24及ABCG24
的表达率在实验组和对照组、实验组之间的差异均

无统计学意义。CD133、CD24和ABCG2是潜在的

肺癌干细胞或癌症干细胞标志物，同时这些蛋白也

常作为潜在的肺癌治疗靶点被广泛研究[21-25]。本

研究说明 NPRCP并不影响肺癌 A549细胞的干细

胞分化潜能，可能并非通过影响A549细胞的细胞

黏附、细胞间相互作用及耐药性而发挥抑制肺癌

A549细胞的功能。

本研究具有一定局限性：（1）本研究只在实验

室中进行了体外细胞实验，没有进行体内实验，不

能代表研究的因子在体内分子代谢中的过程。（2）
样本数量有限，研究中使用的肿瘤细胞系只有

A549，而且使用的样本数量较少，不能代表所有的

肺癌细胞类型。此外，缺乏对其他非肺癌细胞类型

的影响的评估。（3）检测指标单一，只是评估了个

别A549细胞表面标志物的表达率，未对其他细胞、

分子和机制的影响做检测和评估。（4）本研究只做

了抑制率统计，暂时还不能判断该方法能否用于治

疗肺癌，需要进一步研究来验证。

4 结论

随着老龄化时代的到来，肺癌等恶性肿瘤的发

病率及生存率问题成为了社会关注的焦点。预计

在 2024年底，中国的肺癌患者会达到 500万例[26]，

以现有的肺癌死亡人数占比 18.4%来计算，预计

2024年底的肺癌死亡人数将达到或超过92万[27]。

NPRCP是新发现的一种再生粒子。本研究成

功地从脐带血中分离出NPRCP，结果显示NPRCP
对肺癌 A549细胞存在抑制性的量-效和时-效关
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系，CD44可能是 NPRCP作用于 A549细胞的潜在

靶点，NPRCP可能通过下调肺癌A549细胞的CD44
表达而发挥抑制肿瘤转移和进展的作用。NPRCP
通过发挥抗衰老功能而抑制肺癌的发生和进展，有

望成为肺癌治疗的新靶点之一。
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Effect of non-platelet RNA-containing particles in umbilical cord

blood on lung cancer A549 cells

AbstractAbstract Lung cancer is the most common lung malignancy and the leading cause of cancer-related death. Non platelet RNA-
containing particles (NPRCP) are a new type of regenerative particles. The aim of the study is to clarify the effects of NPRCP on
lung cancer cells by observing the influence of NPRCP at different concentrations on inhibition ratio, cell surface markers, and
cell cycle of A549 cells. The indicators are the cell inhibition ration after co-culture of NPRCP and A549 cells, and the cell
cycle of A549 and the expression rate of CD133, CD44, CD24 and ABCG2 detected by flow cytometry. The results show
inhibitory dose-response and time-dependent effect of NPRCP on lung cancer A549 cells. As the concentration of NPRCP
increased, the CD44 expression rate on A549 cells decreased significantly. It suggests that NPRCP can inhibit the proliferation
and CD44 expression of lung cancer A549 cells, and NPRCP may inhibit tumor proliferation and metastasis by downregulating
the CD44 expression of A549 cells.
KeywordsKeywords non-platelet RNA-containing particles; lung cancer; A549 cells; cell aging; anti-aging; CD44 ●
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